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(54) PROCEDE DE DEPOT D'UNE SOLUTION D'ANALYTE. 

La presents Invention concerne un proc6cl6 de d6p6t 
oune solution (2) contenant au moins un analyte sur un 
support (6) comprenant les etapes suivantes: 

a) charger la solution (2) dans au moins un reservoir (1) 
d'un disposltif, chaque reservoir 6tant muni ^ une extr^mite 
d'un orifice de sortie (3) de dimensions adaptees pour que 
la solution ne s'ecoule pas par gravite, lorsque le reservoir 
est au repos. 

b) provoquer le d6placement du reservoir (1 ) entre deux 
positions, une position dite de depart et une position dite 
d'arrivee, selon un axe et 

c) stopper le deplacement lorsque ledit reservoir (1) se 
trouve en position d'arrivee pour creer un choc mecanique 
sur le reservoir et d6poser via I'orifice de sortie, une goutte 
de solution sur le support solide, ladite goutte se d6plagant 
dans I'air avant de se deposer sur le support solide. 

La presente invention decrit egalement un dispositif 
pour la mise en oeuvre du proc6d6 et trouve son application 
pr6f6rentielle pour la fabrication de biopuces. 
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DESCRIPTION 

La presente invention conceme un precede de depot d'une solution d'un analyte sur un 
5 support et un dispositif pour la mise en oeuvre du proc6de. 

Au cours de ces demieres annees, de nombreuses m^thodes ont 6t6 developpees pour la 
fixation d'analytes et notamment des acides nuclei ques ou des peptides sur support 
solide, notamment pour la fabrication de biopuces. 

Une premier type de methode consiste a realiser in situ la synthese des analytes pour 
10 fabriquer une biopuce. A cet effet, le brevet US 5,744,305 decrit une methode 
d* assemblage d' oligonucleotides par photolithographic k partir de nucleotides prot^g^s 
par un groupement photolabile. La demande de brevet WO 95/25116 decrit la 
technique du jet d'encre pour amener les reactifs de synthese d' oligonucleotides sur le 
support toujours pour la synthese in situ. Ces m6thodes permettent de preparer des 
15 biopuces avec une densite importante d'analytes sur le support mais des problemes de 
purete des analytes peuvent survenir, lies aux limites des rendements de synthese des 
analytes. 

D'autres methodes proposent de preparer k I'avance les differents analytes qui peuvent 
etre ainsi purifies et de les repartir sur le support solide en des positions discretes. 

20 Le brevet US 6,1 10,426 propose une methode pour realiser ces biopuces a Taide d'un 
capillaire que Ton met en contact sur ime surface solide pour delivrer un volume 
contrdle de liquide. Un contact effectif a lieu entre rextr^mite du capillaire et le 
support solide poxir que la goutte se depose par capillarite. De meme, le brevet US 
6,083,763 decrit une methode et un appareil pour la fabrication de biopuces. II s'agit 

25 d'un ensemble de capillaires .coulissant dans un dispositif de fa9on a compenser les 
differences de hauteur de chacun d'eux. lis sont amenes au contact d'une surface plane 
pour le depot par capillarite d'oligonucleotides sp6cifiques. Ces methodes par contact 
impliquent une grande precision dans le mouvement du capillaire et des supports 
solides parfaitement plans. 

30 D'autres techniques resolvent ce probleme du contact comme par exemple le brevet US 
6,083,762 qui propose une systfeme de repartition de gouttes comprenant un 
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microdispenseur couple a un transducteur piezo-electrique pour ejecter des volumes de 
goutte inferieurs au nanolitre sur une surface solide. Un resultat semblable est obtenu 
en appliquant une source chaude sur la paroi d'un capillaire pour former une bulle qui 
ejecte un volume defmi de solution (voir T. Okamoto et al., Nature Biotechnology, 18, 
p438-44 1,2000). 

Dans toutes ces techniques, les resultats obtenus sont satisfaisants et permettent le 
depot de quantites de solution tres faibles de Tordre du picolitre, mais rappareillage 
utilise est complexe et done le cout de fabrication est eleve. II y a done besoin de 
techniques simples pour permettre le depot de solutions d'analytes sur support. Dans un 
certain nombre de cas ou le nombre d'analytes ne doit pas etre trfes aev6, de I'ordre 
d'une dizaine a quelques centaines, il n*est pas necessaire d'avoir un volume de d6p6t 
aussi faible que le picolitre et un volume de Tordre du nanolitre suffit. 
La presente invention decrit un procede de depot d'une solution contenant au moins un 
analyte sur un support solide comprenant les etapes suivantes : 

a) charger la solution dans au moins un resw^^oir d'un dispositif, chaque 
reservoir etant muni a une extr6mit6 d*un orifice de sortie de dimensions adapt6es pour 
que la solution ne s'ecoule pas par gravite, lorsque le r&ervoir est au repos. 

b) provoquer le d6placement du r6servoir entre deux positions, ime position dite 
de depart et une position dite d'arrivee, selon un axe, et 

c) stopper le deplacement lorsque ledit reservoir se trouve en position d'arrivee 
pour creer un choc mecanique sur le reservoir et deposer, via T orifice de sortie, une 
goutte de solution sur le support solide, ladite goutte se d6plaQ^ant dans Tair avant de se 
deposer sur le support solide. 

De preference, I'axe est sensiblement longitudinal, avantageusement sensiblement 
vertical, et la position de depart est une position haute, la position d'arrivee est une 
position basse par rapport a un referCTtiel vertical. 

Le deplacement du reservoir^ est provoque par tout moyen comme par exemple la 
gravite, un ressort ou tout type d'actionneur connu. La position d'arrivee du reservoir 
est determin6e a I'aide d'un moyen de butee. La fonction du moyen de butee est 
d'arreter le deplacement du reservoir sans freinage prealable et done de creer un choc 
mecanique par k coup. En particulier, il n'y a pas de deformation du reservoir lors du 
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choc mecanique. Le reservoir mis en mouvement entre la position de depart et la 
position d'arrivee subit lors du choc sur la but6e une acceleration negative dont la 
valeur est fonction des conditions initiales du mouvement, de la rigidite de la structure 
porteuse et des materiaux en contact au niveau de la butee lors de I'impact. 
Par analyte on entend tout compose dont la mise en evidence et/ou T identification et/ou 
la quantification presente un int6ret, et en particulier Tanalyte possede au moins un site 
de reconnaissance lui permettant de reagir avec une molecule cible d'interet 
biologique. A titre d'exemple, on peut citer comme analytes les polynucleotides, les 
antigdnes, les anticorps, les peptides, les prot6ines, les haptenes, les sucres, les ions, les 
m6taux. Dans une premiere variante, les analytes peuvent etre mis directement en 
solution. Dans une deuxidme variante, les analytes peuvent etre fixes sur des particules 
comme des latex ou des colloi'des (voir par exemple les brevets ou demandes de brevets 
de la demanderesse FR.B-2.773.416 ou FR-A-00/00799 ou les demandes 
interaationales WO 00/39587 et WO 99/67641 pour peu que les particules soient 
dispersees en milieu aqueux). * 

Le terme "support solide" tel qu*utilis6 ici inclut tous les materiaux sur lesquels peut 
etre immobilis6 un analyte. Des materiaux nat\irels, de synthese, modifies ou non 
chimiquement, peuvent etre utilises comme support solide, notamment des polymeres 
tels que polychlorure de vinyle, poly6thyl^jne, polystyrene, polyacrylate, polyamide, ou 
copolymeres a base de monomeres vinyl aromatiques, alkylesters d'acides alpha-b6ta 
insatures, esters d'acides carboxyliques insatures, chlorure de vinylidene, dienes ou 
composes presentant des fonctions nitriles (acrylonitrile) ; des polymeres de chlorure 
de vinyle et de propylene, polymere de chlorure de vinyle et acetate de vinyle ; 
copolymeres a base de styrdnes ou derives substitues du styrene ; des fibres 
synthetiques telles que le nylon, la nitrocellulose ; des materiaux inorganiques tels que 
la silice, le verre, la ceramique, le quartz ; des latex, des particules magnetiques ; des 
derives metalliques, Le support solide selon I'invention peut etre, sans limitation, sous 
la forme d*une plaque de microtitration, d'une feuille, d'un tube, d'un puits, de 
particules ou d'un support plan comme un wafer de silice ou silicium. 
Pref6rentiellement, au moins une partie du support est plan comme un wafer de 
silicium ou le fond d'un puits d'une plaque de microtitration. 
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Le support solide est hydrophile et/ou hydrophobe en fonction des applications et de la 
nature de la solution contenant le ou les analytes. Par exemple, des zones hydrophiles 
sont utilis6es pour le depot, lesdites zones hydrophiles 6tant delimitees par des zones 
hydrophobes ce qui permet de mieux controler le diametre des spots. 
5 Le r&ervoir est un contenant de forme quelconque qui peut contenir la solution 
d'analyte. En particulier, le reservoir a une forme allongee pour permettre d'associer 
\m ensemble de reservoirs dans un espace r6duit. A titre d'exemple, des reservoirs tels 
que decrit dans les brevets US 6,083,763, US 6,1 10,426 ou la demande de brevet EP- 
A-0.955.084 sont utilisables. Cette variante du proced6 permet notamment la 
10 fabrication d'une biopuce c'est-i-dire un ensemble d'au moins deux analytes differents 
fix6s sur un support solide, ledit support ayant une taille generalement inferieure a 1 
cm^ et les analytes etant r^partis sur le support solide en des positions discretes. 
L'orifice de sortie est dimensionne pour que le liquide ne s'ecoule pas par gravite mais 
s'6coule par Taction d'un choc mecanique siu- le reservoir. Le dimensionnement de 

15 Porifice permet en outre de controler le volume de goutte ejecte du reservoir, c'est-a- 
dire permet de calibrer le volume de solution en sortie du reservoir. Bien entendu, la 
dimension de Torifice de sortie est fonction de divers parametres comme la densite de 
la solution d'analyte, sa viscosite, Thydrophilie ou Thydrophobie de ladite solution et 
de celle du mat6riau utilise pour la fabrication du reservoir et de Torifice de sortie, et 

20 r acceleration negative (deceleration) lors de T arret du reservoir dans sa position 
d'arrivee et enfin la variation de hauteur de la colonne de liquide dans le reservoir. 
Dans une mode prefere de realisation, la hauteur de liquide dans le reservoir est limitee 
a 20 mm, avantageusement est comprise entre 10 et 15 mm dans le cas ou le haut de la 
colonne de liquide est a pression atmospherique. Si le reservoir est bouche, 11 est 

25 possible d'augmenter la hauteur de liquide dans le reservoir avec eventuellement un 
controle de la temperature. 

Dans tous les cas, il n'y a pas contact entre le reservoir et le support solide sur lequel 
on veut deposer la solution. De meme, il n'y pas contact entre le volume de solution k 
30 dispenser, c'est-a-dire la goutte, quand celle-ci se decroche du reservoir, et le support 
solide ce qui evite les problenies de capillarite de retat de la technique pour deposer la 
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goutte sur le support solide. La goutte effectue done un deplacement dans Tair present 
entre Tespace s6parant Torifice de sortie du r&ervoir quand celui-ci est en position 
d'arrivee (ou position basse) et le support solide. Par air, on entend un milieu gazeux 
quelconque qui pent etre de I'air mais aussi un gaz ou un melange de gaz inertes 
5 comme I'azote et/ou Targon. 

Dans un mode preferentiel de realisation de I'invention, le d6placement du r&ervoir est 
sensiblement vertical par rapport au plan horizontal du support et le liquide se deplace 
par I'effet conjugu6 du choc mecanique et de la gravit6. De pr6f6ren'ce, le d6placement 
10 est vertical. 

L'orifice peut etre d'une forme quelconque pour peu que la solution d'analyte ne 
s'ecoule pas par gravite lorsque le reservoir est au repos ou lorsque le r6servoir est mu 
de la position d'arrivee a la position de depart (dans le cas du rearmement du 
dispositif). C'est cette definition complete qu*il convient de donner k I'expression 
15 « lorsque le reservoir est au repos ». Par exemple, Torifice est un trou de diamdtre 
compris entre 10 et 500 ^m de preference compris entre 25 et 250 jim. 
Le volume de solution par goutte est compris entre 0,5 nanolitre et 1 microlitre, 
preferentiellement entre 1 nanolitre et 200 nanolitres. 

20 Dans un mode particulier du procede, le deplacement agit sur un seul reservoir. 

Dans un mode pr6f6re de realisation du proced6, le deplacement agit sur moins deux 

reservoirs et le deplacement des reservoirs est simultane. 

De preference, chaque reservoir contient des analytes diffferents. 

Dans un mode particulier de realisation du procede, le proc6de comprend une etape 
25 suppiementaire d) qui consiste k repeter au moins une fois les etapes b) et c) c'est k 
dire : 

b) provoquer le deplacement du reservoir entre deux positions, une position dite 
de depart et une position dite d'arrivee, selon un axe et 

c) stopper le deplacement lorsque ledit reservoir se trouve en position d*arrivee 
30 pour creer un choc mecanique sur le reservoir et deposer, via T orifice de sortie, une 
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goutte de solution sur le support solide, ladite goutte se depla9ant dans I'air avant de se 
deposer sur le support solide. 

Dans un autre mode particulier de realisation du precede, le proced6 comprend une 
5 etape supplementaire d) qui consiste a repeter au moins une fois les etapes a) h c) c'est 
a dire : 

a) charger la solution dans au moins un reservoir d'un dispositif, chaque 
reservoir etant muni a une extr^mite d'lm orifice de sortie de dimensions adaptees pour 
que la solution ne s'ecoule pas par gravite, lorsque le r&ervoir est au repos. 
10 b) provoquer le d^placement du reservoir entre deux positions, une position dite 

de depart et une position dite d'arrivee, selon un axe et 

c) stopper le deplacement lorsque ledit reservoir se trouve en position d'arriv6e 
pour creer xm choc mecanique sur le reservoir et deposer, via rorifice de sortie, une 
goutte de solution sur le support sohde, ladite goutte se depla9ant dans Tair avant de se 
15 deposer sur le support solide. 

Notamment lors de Toperation d), le deplacement g6nere le depot de goutte(s) dont la 
position est independante et sans contact avec toute autre goutte pr6c6demment 
d6posee. Le procede permet ainsi de deposer un ensemble de gouttes sur une surface. 
20 Ainsi dans le procede, les spots, generes par les gouttes apres sechage des solutions sur 
le support solide, ne se touchent pas. Par exemple, le dispositif est positionnd de 
maniere d6cal6 par rapport a la position precedente ce d6calage etant egal a au moins 
une fois le diametre d'un spot sur le support solide. 

Dans une premiere variante, le procede permet de realiser le depot du meme analyte a 
25 des positions discretes sur le support solide pour effectuer une multiplicite de tests a 
partir du meme analyte. 

Dans une deuxieme variante, le procede permet de r6aliser le depot d'analytes 
differents en des positions discretes et differentes sur le support solide pour r6aliser par 
exemple un test de multidetection. Un exemple de test en multidetection est donn6 par 
30 exemple dans la demande de brevet de la demanderesse WO 93/02213 pour le typage 
HLA avec une multiplicite d'analytes qui sent des oligonucl6otides de capture. 



7 



2816711 



D'autres examples de tests sont donnes dans le domaine de la g6n6tique comme la 
demande de brevet EP-A-0.4 12.883 ou dans le domaine de Tinfectieux avec les 
demandes de brevet WO 96/00298, WO 97/40193, WO 97/27332. 
Dans un troisieme variante du proc6de, le dispositif se positionne au dessus d'un spot 
pr6alablement ddpose et le dep6t d'une deuxi^me goutte pennet d'augmenter la density 
d'analytes h la surface. 

Dans un quatrieme variante, le precede permet de d6poser au moins deux analytes 
differents sur le meme spot a partir d'au moins deux solutions differentes. 
Les gouttes deposees sur le support solide sont par exemple sechees soit a Fair soit 
dans un caisson h vide selon des methodes connues de Thomme du metier pour 
permettre la conservation des analytes. 

Le chargement du reservoir avec la solution d'analytes est effectue extemporanement 
ou de maniSre previsionnelle, afm de disposer d'autant de reservoirs que de 
configuration de distribution ou depSt. Les solutions sont chargees manuellement avec 
par exemple une micropipette ou de maniere automatisee. Les reservoirs ainsi prepares 
sont stock6s dans des conditions de stabilite des analytes avant utilisation. 
La presente invention conceme egalement une biopuce fabriquee selon le procede, 
c'est a dire un support solide sur lequel sont immobilises au moins deux analytes 
differents en des positions discretes, avantageusement au moins 4 analytes differents, 
de preference entre 4 et 100 analytes differents, ainsi qu'un kit de diagnostic 
comprenant au moins une biopuce fabriquee selon le procede, 

Un exemple d'application non limitatif des biopuces fabriquees selon le proced6 
de la presente invention conceme le diagnostic comme par exemple les immunoessais, 
quelque soit leur format, par analyse directe ou par competition, ou bien la detection 
et/ou la quantification d'acides nucleiques a partir d'un prelevement quelconque 
contenant des acides nucleiques cibles. Dans un test diagnostique, la biopuce est 
utilisee preferentiellement comme dispositif de captvu*e (voir le brevet de la 
demanderesse FR-B-2.707.010 ou les brevets US 4,981,783; US 5,700,637; US 
5,445,934, ; US 5,744,305 ; US 5,807,522). 
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La pr&ente invention conceme egalement un dispositif pour mettre en oeuvre le 
procede, ledit dispositif comprenant : 

- au moins un reservoir contenant une solution d'analyte, chaque reservoir etant 
muni a une extr6mite d'un orifice de sortie de dimensions adaptees pour que la solution 
d'analyte ne s'6coule pas par gravity, lorsque le reservoir est au repos, et chaque 
reservoir etant mobile le long d'un axe et pouvant adopter deux positions differentes 
par rapport k cet axe, une position dite de depart et une position dite d'arrivee, 

- au moins un moyen de butee, ledit moyen de butee permettant de stopper le 
mouvement du reservoir en position d'arrivee tout en permettant a ladite solution 
d'analyte de s'6couler via I'orifice de sortie. 

De preference, I'axe est sensiblement vertical et la position de depart est une position 
haute et la position d'arrivee est une position basse par rapport a un referentiel vertical. 
Le choc mecanique cr6e un deceleration brutale sur le reservoir qui libere le volume de 
solution. La solution s'6couIe sensiblement selon I'axe defmi par la gravite. A noter 
que dans le mouvement de rearmement du dispositif, lorsque le reservoir est mu 
manuellement ou automatiquement de sa position basse vers sa position haute, celui ci 
subit une acceleration suffisamment faible pour que le liquide ne s'ecoule pas par 
gravity. De meme, la deceleration subit par le reservoir en position haute lors du 
rearmement est suffisamment faible pour que la solution de s'ecoule pas. 

L'orifice peut etre d'une forme quelconque pour peu que la solution d'analyte ne 
s'ecoule pas par gravite et quelle volume de solution soit calibre. Par exemple, I'orifice 
est un trou de diametre compris entre 10 et 500 jam de preference compris entre 25 et 
250 ^m. Pour les orifices non circulaires, le diametre est repr^sente par la plus grande 
diagonale. 

Le moyen de butee permet de maintenir un espace entre le support solide et I'orifice du 
reservoir en position d'arrivee ledit espace aant sup6rieur ^ 2 fois le diametre de 
rorifice. Avantageusement, I'espace est reglable et compris entre 2 et 10 fois le 
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diametre de rorifice. Lors du deplacement du reservoir de la position de depart vers la 
position d'arrivee, le deplacement est stoppe brutalement par un moyen de butee. 
Dans un mode de realisation ou le mouvement pour creer le choc mecanique est 
vertical, la hauteur de chute du reservoir entre la position haute et la position basse peut 
5 etre de plusieurs centimetres, mais il sera montre dans les exemples qu'une hauteur de 
chute de quelques millimetres suffit pour creer un choc mecanique permettant la 
liberation des gouttes du reservoir, si raccel6ration negative sm* le reservoir provoqu6e 
par ledit choc est suffisante, 

10 Dans un mode de realisation prefere, le dispositif contient au moins deux reservoirs qui 
ont les memes positions haute et basse selon Taxe vertical. Le mouvement simultane 
des reservoirs permet de deposer un ensemble de gouttes sur le support solide. De 
preference, les reservoirs sont solidaires entre eux. 

Dans une premiere variante du dispositif, le moyen de butee est entierement fixe sur le 
15 dispositif. 

Dans une deuxieme variante de realisation du dispositif, le support solide constitue une 
partie du moyen de but6e du dispositif. 

Le volume de solution par goutte est compris entre 0,5 nanolitre et 1 microlitre, 
20 preferentiellement entre 1 nanolitre et 200 nanolitres, 

Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun caractere 
limitatif Elles permettront de mieux comprendre I'invention. 

La figure la represente une vue simplifiee d'un mode de realisation du 
25 dispositif avec un seul reservoir. 

La figure lb represente une vue simplifi6e d'un autre mode de realisation du 
dispositif avec un seul reservoir. 

Les figures 2a a 2c representent un mode particulier de realisation du procede 
selon I'invention avec le dispositif de la figure la. 
30 Les figures 3a a 3c representent un mode particulier de realisation du procede 

selon rinvention avec le dispositif de la figure lb. 
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La figure 4a repr6sente une partie d'un dispositif selon Tinvention plus 
complexe avec 4 reservoirs. 

La figure 4b repr6sente un detail d'un reservoir du dispositif de la figure 4a au 
niveau de T orifice de sortie. 

La figure 4c repr^ente un coupe selon A-A de la figure 4a montrant le 
positionnement des 4 r6servoirs. 

La figure 5 represrate le mode de fonctionnement du dispositif en regard d*un 
support solide en forme de plaque de microtitration. 

Les figiu-es 6a k 6b repr&entent une photographic du d6pot de solution en 
fonction de la taille de Torifice perc6 dans le reservoir selon un mode de realisation du 
precede selon T invention. 

La figure la repr6sente un dispositif simplifi6 illustrant le fonctionnement de 
rinvention. Le reservoir 1 est constitu6 d'un tube par exemple plastique. Un orifice 3 
est pratique au fond du tube et le moyen de butee 5 est situe dans la partie inferieure du 
r&ervoir et a la forme d'une sur6paisseur dans le materiau qui compose le reservoir. 
Le mode de fonctionnement du proc6de selon I'invention est represente sur les figures 
2a a 2c. Le reservoir est rempli d'une solution 2 contenant un analyte. Par deplacement 
du reservoir 1, selon un axe vertical repr6sent6 par la fltehe F, Ton cree un choc 
mecanique entre la butee 5 du r&ervoir et le support 6 ce qui a pour effet de lib6rer un 
volume pr6cis de solution qui se d6pose sur le support solide. La figure 2b illustre que 
la goutte de solution 7 se d6place dans I'air quand elle quitte le reservoir pour aboutir 
au depot d'un spot sur la figure 2c. 

Les figures 6-a k 6-b montrent la reproductibilite du depot. Une solution de PBS tween 
color^e par de I'encre orange G est introduite dans un tube eppendorf (poly labo 
reference 35341) perce en son fond d'un trou de diamfetre variable de 50 \xm (fig 6-a) 
ou 160 |im (fig 6-b). Une but6e est realisee dans le fond du tube en enlevant de la 
mati^re plastique sur un cote du tube comme repr6sent6 sur la figure la, Le tube est 
tape sur une feuille de papier photo plusieurs fois pour creer un choc mecanique et 
liberer des gouttes de solution. Les figures 6 montrent que le systeme de depot est 
reproductible meme dans ces conditions manuelles et que le diam^tre du trou permet de 
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faire varier le volume de solution et la taille du spot. L'echelle representee sur les 
figures 6a a 6b est graduee par des valeurs exprimees en mm. 

II est done possible de realiser le depot de nanovolume de solution contenant un analyte 
sur une petite surface pour realiser une biopuce avec par exemple differents 
oligonucleotides qui permettent un diagnostic moleculaire. 

Dans la figure lb, la butee 5 est situee sur le haut du reservoir 1 avec deux ergots. Dans 
ce cas, le support a la forme d'un puits de cuvette de microtitration et la butee vient au 
contact du bord superieur du puits. Le depot est realise en appliquant une force F pour 
deplacer le reservoir. Le choc m^canique est cree par le contact entre les ergots du 
moyen de but6e. Dans ce mode de realisation, la partie inferieure du reservoir sur 
laquelle se trouve I'orifice de sortie ne touche pas la partie inferieure du support solide, 
c*est a dire la partie plane ou se depose la goutte (figure 3a a 3c). 

De nombreuses variantes de realisation sont possibles sans sortir de la portee de la 
pr^sente invention. Le seul principe a respecter est que T orifice de sortie soit 
dimensionnee pour que le liquide ne s'ecoule pas par gravite mais par Taction d'un 
choc mecanique sur le reservoir et que T orifice de sortie soit dimensionne pour que le 
volume de solution ejecte soit calibre. Dans tous les cas, il n'y a jamais contact entre le 
liquide et le support solide sur lequel on veut deposer la solution. La goutte effectue 
done un deplacement dans I'air. L'espacement 13 entre le bord de Torifice du reservoir 
et le support solide est au minimum superieure a 2 fois le diametre de Torifice. 

La figxire 4a montre un autre mode de realisation de Tinvention pour permettre le d6pot 
de 4 solutions differentes d'analytes sur un support solide. 

Le dispositif comporte quatre r6servoirs 1 cylindriques montes verticalement autour 
d'un axe de guidage 4 et mobile le long de cet axe. Le positionnement equidistant des 4 
reservoirs apparait sur la figure 4c sur une vue en coupe, Un rubis 8 perc6 d'un trou 3 
se trouve a Textreraite du cylindre. Le trou a un diametre de 50 ^im. Une hut&e 5 est 
presente a I'extremit^ de I'axe pour bloquer le mouvement vertical des cylindres. Le 
fonctionnement de la butee apparait sur la figure 4b, Un lamage est usine dans la partie 
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inferieure du reservoir qui vient en butee sur le moyen 5. Comme cela sera explique sur 
la figure 5 le moyen de butee en entier est solidaire du dispositif. 
Un doigt 9 d'immobilisation en rotation du reservoir est fixe sur la partie superieure 
du dispositif. Une encoche realisee dans la partie superieure des reservoirs permet de 
bloquer la rotation par rapport au doigt 9 (figure 4c), 

Le dispositif plus complet est represents sur la figure 5. 

Les quatre reservoirs sont maintenus en position haute par un moyen de blocage 
comme un cliquet 10, L'ensemble des reservoirs en position haute est representee en 
pointilles sur la figure 5. Lorsque ce moyen est debloqu^ par un levier de commande 
12, les 4 cylindres tombent par Taction de la gravit6 sur une hauteur de quelques 
millimetres le long de Taxe 4 et le mouvement des reservoirs est bloque en position 
basse par la butee 5 creant ainsi une deceleration brutale et done un choc mScanique. 
Les reservoirs usines en metal ont ensemble un mouvement a vitesse suffisante le long 
de Taxe 4 pour creer un choc mecanique au contact de la butee elle aussi usin6e en 
m6tal. Les materiaux du reservoir et de la butee ainsi que la rigidite de la structure 
porteuse contribuent a Tintensite du choc attendu. D'autres materiaux sont utilisables 
comme le plastique ou le verre. Dans le cas ou la quantite de mouvement du reservoir 
ou de I'ensemble de reservoir (c'est a dire le produit de la masse par la vitesse) est 
insuffisante par elle-meme, un moyen d' acceleration comme un ressort est ajoute sur le 
dispositif. La hauteur de deplacement des reservoirs est un moyen supplementaire pour 
creer cet accroissement de la quantite de mouvement et les conditions precises sont 
d6terminees par Thomme du metier au cas par cas. Un espacement de 500 ^im est 
present entre le support solide plan 6 qui receptionne les gouttes de solution et Torifice 
3 du reservoir non represente sur la figure 5. Les 4 gouttes de solution tombent 
simultanement sur le support solide. La hauteur de chute du r&ervoir est variable et 
reglable par Tintermediaire d'un pallier 14. L' espacement de 500 ^m est assure par des 
pieds coniques 15 qui se positiorment dans les puits de la plaque de microtitration 
representee sur la figure 5. 

Pour verifier la reproductibilite du depot, les 4 reservoirs du dispositif de la figure 5 
sont remplis avec une solution d' orange G a 5mg/ml dans un tampon PBS 4x 
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(phosphate de sodium 200 mM pH 7,0, NaCl 600 mM). La hauteur de chute est reglee 
h 10mm. Le support solide est une plaque de microtitration NUNC reference 439454 
en polystyrene. Le depot est repete 8 fois sur le fond d'un puits de la plaque. La taille 
des spots, mesuree sous microscope est comprise entre 149 et 179 |im avec un 
5 coefficient de variation inferieur a 7% et un 6cart type inferieur a 10 ^ra. 

II est possible de repartir sur un disque de 4 mm de diametre, delimite dans le fond 
d'un puits de plaque de microtitration, 16 spots de 160 ^m de diametre separe par un 
distance comprise entre 600 et 700 ^m sans risque de contamination. 
Avec 16 analytes differents sur chaque spot, comme 16 sondes de capture pour le 
10 typage HLA, il est possible de realiser un typage dans un seul puits par un proc6d6 tres 
simple et peu couteux. 
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REVENDICATIONS 

1/ Proc6de de depot d'une solution (2) contenant au moins un analyte sur un 
support solide (6) comprenant les 6tapes suivantes : 

a) charger la solution (2) dans au moins un reservoir (1) d'un dispositif, chaque 
reservoir etant muni a une extremity d'un orifice de sortie (3) de dimensions adapt6es 
pour que la solution ne s'ecoule pas par gravite, lorsque le reservoir est au repos, 

b) provoquer le deplacement du reservoir (1) entre deux positions, une position 
dite de depart et une position dite d'arrivee, selon un axe (4) et 

c) stopper le deplacement lorsque ledit reservoir (1) se trouve en position 
d'arrivee pour creer un choc mecanique sur le reservoir et deposer une goutte de 
solution sur le support solide, ladite goutte se depla^ant dans I'air avant de se deposer 
sur le support solide. 

2/ Procede selon la revendication 1 caracterise par le fait que I'axe est 
sensiblement vertical et que la position de depart est une position haute et la position 
d'arrivee une position basse. 

3/ Procede selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2 caract6ris6 par le 
fait que le deplacement agit sur au moins deux reservoirs et que le deplacement des 
reservoirs est simultane. 

4/ Procede selon Tune quelconque des revendications I a 3 caracterise par le 
fait que chaque reservoir contient des analytes differents. 

5/ Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 caracterise par le 
fait que le procede comprend une etape suppiementaire d) qui consiste ^ repeter au 
moins une fois les etapes a) a c). 
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6/ Precede selon la revendication 5 caracterise par le fait que lors de Toperation 
d) le d6placement genere le depot de goutte{s) dont la position est independante et sans 
contact avec toute autre goutte precedemment deposee. 

II Dispositif poxir mettre en oeuvre le procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 ^ 6 comprenant 

au moins un reservoir (1) contenant une solution d*analyte (2), chaque reservoir 
etant muni k une extr6mite d'un orifice de sortie (3) de dimensions adaptees pour que 
la solution d*anaiyte ne s'ecoule pas par gravite, lorsque le reservoir est au repos et 
chaque reservoir etant mobile le long d'un axe (4) et pouvant adopter deux positions 
differentes par rapport a cet axe, une position dite de depart et une position dite 
d'arrivee, 

au moins un moyen de butee (5), ledit moyen de butee permettant de stopper le 
mouvement du reservoir en position d'arrivee tout en permettant a ladite solution 
d'analyte de s'ecouler via Torifice de sortie. 

8/ Dispositif selon la revendication 7 caracterise par le fait que Taxe est 
sensiblement vertical et que la position de depart est une position haute et la position 
d'arrivee une position basse et que la solution s'ecoule sensiblement selon Taxe defmi 
par la gravit6. 

9/ Dispositif selon Tune quelconque des revendications 7 ou 8 caracterise par le 
fait que le diametre de Torifice de sortie (3) est compris entre 10 et 500 ^m, de 
preference entre 25 et 250 |im. 

10/ Dispositif selon Tune quelconque des revendications 7^9 caracterise par le 
fait que Pespace entre le support solide et rorifice (3) du reservoir (1) en position 
d'arrivee est superieure ^ 2 fois le diametre de Torifice (3) dudit reservoir (1). 
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1 1/ Dispositif selon Tune quelconque des revendications 7 a 10, caract6ris6 par 
le fait que le dispositif contient au moins deux reservoirs mobiles selon le meme axe. 

12/ Dispositif selon la revendication 1 1 caracterise par le fait que les reservoirs 
sent solidaires entre eux. 



2816711 



1/4 




Fig. 3a Fip. 3b Fig. 3c 
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Detail B 




. Detail B 



Fig. 4a 



Coupe A-A 




Fig. 4c 
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Fig. 5 
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